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Materias basicas

ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

INTRODUCCION

Han pasado poco mas de treinta afios desde
que en 1953 dos investigadores, hasta entonces
practicamente desconocidos, publicaron un
breve articulo’4 en el que proponian un modelo
de la estructura del acido desoxirribonucleico
(DNA) y tiempo después otro en el que discu-
tian el papel del modelo estructural propuesto
en la replicacion del mismo DNA.35 El modelo
de la doble hélice se popularizé rapidamente y
sus autores, James D. Watson y Francis H. C.
Crick, recibieron el Premio Nobel de Fisiologia
y Medicina en 1962. ;Valia tanto esta contri-
bucién? Claro que si, el DNA es el responsable
quimico de la transmisién de la informacion
genética. En esta molécula se encuentran codi-
ficadas las instrucciones que hacen posible la
vida de la mayoria de los seres e indudablemen-
te esto justifica la importancia concedida al pri-
mer intento exitoso para determinar la estruc-
tura secundaria del DNA y explicar la relacion
entre ella y su funcién biolégica.

Por otro lado, la publicaciéon del modelo de
la doble hélice de Watson y Crick, sirvid como
el catalizador que desaté intensa actividad en
las investigaciones sobre la estructura y funcion
de los acidos nucleicos, DNA y RNA, activi-
dad que aun hoy continiia incrementandose es-
pectacularmente.

Al principio las investigaciones mas exitosas
fueron las encaminadas a determinar el meca-

*Departamento de Bioquimica y Biotisica. deccion de
Graduados de la Escuela Superior de Medicina del Insutu-
to Politécnico Nacional. Becario de la COF AA-DEDICT.

Miguel Angel Ordorica Vargas*

nismo de la transmision y expresion de la infor-
maci6n genética en los seres vivos. Este proble-
ma atin no esta resuelto, pero las investigacio-
nes en el campo han dado frutos tan importan-
tes como las técnicas de recombinacion genéti-
ca S que a mediano plazo podrian cambiar nues-
tra vision del mundo.3¢ Con el progreso en es-
te campo se hizo notable la necesidad de cono-
cer a fondo la estructura tridimensional de la
molécula del DNA, pues varios detalles de la
funcién biol6gica no se pueden explicar en for-
ma satisfactoria sélo con las variaciones en la
composicion quimica. El estudio detallado de la
estructura secundaria del DNA tuvo un avance
mas lento porque las técnicas de difraccion de
rayos X, que son la inica manera de conocer
con precision la conformacién de las molécu-
las y que con tanto éxito se aplica al estudio de
moléculas pequefias y macromoléculas como
las proteinas, tuvieron al principio de los estu-
dios del DNA un alcance limitado, porque el
inico material con que se contaba eran fibras
de DNA natural de composicion variable, de
las que se obtienen patrones de difraccion que
no permiten la resolucion de la estructura hasta
el nivel atomico.! Sin embargo, con los datos de
difraccion de rayos X de los nucledtidos, uni-
dades estructurales del DNA, y comparando los
resultados calculados con los datos experimen-
tales, 1.3 se hicieron mejoras al modelo original
de Watson y Crick ! y se elaboraron otros que
demostraban la capacidad del DNA para adop-
tar conformaciones diferentes.!,2,3,39-

No fue sino hasta afios recientes y gracias
al avance de métodos de sintesis de oligonucled-
tidos, cuando ha sido posible contar con frag-
mentos de DNA de composicion conocida en
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cantidades suficientes para formar cristales, y el
andlisis de éstos ha sido el camino para definir
las caracteristicas de la macromolécula hasta
el nivel atdmico revelando nuevos detalles es-
tructurales. Los resultados de estos estudios son
interesantes, algunos inesperados, y aunque la
doble hélice sigue ahi, resulté ser una molécula
mas complicada de lo que se creia.

FUNDAMENTOS ESTRUCTURALES%

Desde un punto de vista estrictamente qui-
mico podemos decir que el DNA es un polime-
ro lineal de desoxinucle6tidos sin periodicidad
en la secuencia. Aunque esta definicién en rea-
lidad no dice nada de la importancia de la mo-
lécula ni su funcién, si nos sirve como punto
de partida para revisar las bases quimicas de
la estructura del DNA a partir de sus unidades
estructurales fundamentales, los desoxinucled-
tidos, compuestos complejos que a su vez estin
formados por tres partes: una base nitrogenada,
un desoxiazicar y acido fosférico.

Las bases nitrogenadas del DNA son com-
puestos heterociclicos, débilmente basicos y
muy poco solubles en agua, las mas abundan-
tes son cuatro: dos derivadas de la purina o
bases ptiricas, denominadas adenina (4) y gua-
nina (G), y dos derivadas de la pirimidina o ba-
ses pirimidicas, que reciben los nombres de ti-
mina (7) y citosina (C); también se pueden en-
contrar cantidades pequefias de una seri¢ de
bases derivadas de éstas por modificacion qui-
mica como la 5-metilcitosina, que parecen te-
ner importancia en varios aspectos de la estruc-
tura y la funcion del DNA. Es precisamente en
la secuencia de bases nitrogenadas del DNA
donde se encuentra codificada la informacién
genética (Fig. 1).

El desoxiaziicar del DNA es la desoxirribo-
sa (2-desoxi-D-ribosa) derivado del azicar de
cinco 4tomos de carbono, ribosa. En el DNA
1a desoxirribosa (d-ribosa) adquiere la forma ci-
clica denominada furanésica por su similitud
oon el heterociclo furano, que consta de un ani-
llo insaturado de cinco lados formado por cua-
tro tomos de carbono y uno de oxigeno. En
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Fig. 1. Bases nitrogenadas mas abundantes en el DNA.
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la d-ribosa el anillo esta formado por los carbo-
nos del uno al cuatro y el oxigeno unido entre es-
tos dos, quedando el carbono cinco fuera del ci-
clo a un lado del plano imaginario definido por
los otros atomos. Debido a los angulos de enlace
entre sus atomos, el anillo de la d-ribosa no es
completamente plano y puede adquirir varias
conformaciones en las que uno de los &tomos
sale del plano del ciclo; si dicho 4tomo queda
del mismo lado que el carbono cinco de la mo-
lécula se dice que la posicion es endo, y si se
encuentra del lado contrario su posicion es exo.
Dependiendo de las conformaciones del anillo
de la d-ribosa, las posiciones relativas de los sus-
tituyentes son diferentes, lo cual influye en la
conformacion del DNA (Fig. 2).

(B)

Fig. 2. Conformaciones de la d-ribosa cn ¢l DNA. (A) Con-
formacion C2%-endo 6 C3'exo, comin en los modelos de
DNA con giro a la derecha. 3 (B) Conformacion C3endo
encontrada en ¢l DNA-Z.52 Para dar mayor claridad al cs-
quema se han onutido la mayoria de los sustituyentes. El
angulo de torsion de la d-nibosa esta definido por los ato-
mos CS', C4°, C3'y O3, tiene valor de cero para la post-
cion cclipsada, es positivo cuando ¢l sustituyente mas ale-
jado gira en ¢l sentido de las manccillas del reloj y negativo
cuando ¢l giro ¢s en sentido contrario.

Las bases nitrogenadas se unen a la d-ribosa
mediante enlaces glicosidicos entre el carbono
uno del aziicar y los nitrégenos uno de las piri-
midinas y nueve de las purinas; la configura-
cion del enlace es tipo beta, o sea, la base que-
da del mismo lado que el carbono cinco de la
d-ribosa. Aunque la d-ribosa y las bases nitro-
genadas son moléculas casi planas, no son co-
planares, sino que sus planos son perpendicu-
lares.

Los compuestos formados por la unién de
una base y la d-ribosa reciben el nombre de de-
soxinucléosidos (d-nucledsidos) los cuales son
mas solubles en agua que las bases libres y se
representan con las mismas letras pero afiadien-
do antes de cada una la letra “d” para indicar
que son desoxinucle6sidos. Para distinguir entre
las posiciones de los 4&tomos de la base y los
de la d-ribosa, los atomos de ésta se designan
con numeros seguidos por un apoéstrofo, asi el
carbono 2 del d-nucledsido forma parte de la
base, mientras que el carbono 2’ esta en el ani-
llo de la d-ribosa.

Los d-nucle6sidos pueden adquirir dos tipos
de conformaciones dependiendo de las posicio-
nes relativas de la d-ribosa y la base, cuando
esta Gltima esta proxima al anillo de la primera
se dice que la conformacion es syn y cuando
queda alejada anti. (Ver Fig. 4.) Los d-nucle6-
sidos de las bases puricas pueden adquirir am-
bos tipos de conformaciones; aunque las anti
son mas estables, las bases pirimidicas tienen
un oxigeno unido al carbono dos que disminu-
ye la estabilidad de las conformaciones syn, por
lo que éstas son poco probables para ellos.31,52

Los desoxinucledtidos (d-nucle6tidos) pre-
cursores del DNA se forman cuando a un d-nu-
cledsido se le une una molécula de acido fosfé-
rico mediante un enlace éster con los carbonos
3" 0 5’ de la d-ribosa; en los d-nucleétidos natu-
rales el fosfato siempre esta en la posicién 5°.
En condiciones intracelulares el acido fosférico
esta totalmente disociado como anién fosfato
y es responsable del caracter acido del DNA.

Las cadenas de d-nucledtidos que forman el
DNA estan unidas por enlaces éster entre el fos-
fato del carbono 5’ de un d-nucle6tido y el car-
bono 3’ del siguiente dando a las cadenas una
direccion segun la posicion de los enlaces éster
en los d-nucleotidos de los extremos. Se deno-
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mina extremo 3’ aquel que no participa en un
enlace y 5’ al extremo que queda libre de enla-
ce éster; se habla entonces de la direccion 5’ a
3’de la cadena o de la inversa.

Las cadenas de ribosa y fosfato que forman
el esqueleto continuo de DNA tienen siete an-
gulos de torsion que se usan para describir su
forma tridimensional,’2 seis de estos 4ngulos
tienen sus ejes en los enlaces que van desde un
atomo de fosforo al siguiente en la cadena y el

séptimo en el enlace que une la d-ribosa y la ba-
se del d-nucledtido correspondiente (Fig. 3).

LA DOBLE HELICE DE WATSON Y CRICK
Desde que se iniciaron los estudios de la es-
tructura secundaria del DNA se hizo patente

que la molécula puede presentar muchas va-
riaciones en su conformacion; el modelo de Wat-

EXTREMO 5'

EXTREMO 3'

Fig. 3. Definicion de los angulos de torsion de la cadena de d-ribosa y fosfato

(de @ a ) y del nucledtido (x) del DNA; 16s valores dc los angulos sc asignan

siguiendo la convencion que se explica en la figura 2. En el esquema tam-

bién se sefala el sentido de las cadenas. Se omiten los sustituyentes para
mayor claridad.
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son y Crick 34 es una de las formas posibles y
hoy se conoce como forma B del DNA o
DNA-B. Este modelo se ha modificado con el
tiempo,! pero sus rasgos esenciales siguen sien-
do los mismos.

La estructura secundaria del DNA-B est4 for-
mada por dos cadenas de d-nucle6tidos con se-
cuencia de bases complementaria pero de di-
reccion contraria {(antiparalelas) que giran a la
derecha alrededor de un eje comin completan-
do un giro cada diez pares de bases en una dis-
tancia de 3.4 nm, por lo que un par de bases
gira 360 respecto al anterior y esta separado de
éste una distancia de 0.34 nm. La complemen-
taridad de las secuencias de bases est4 dada por
los apareamientos de A con Ty G con C de
diferentes cadenas mediante puentes de hi-
drogeno. En cambio, la doble hélice se estabiliza
por interacciones hidrofobicas entre los pares
de bases adyacentes. Al ser antiparalelas y com-
plementarias, las cadenas de d-nucle6tidos no
son iguales, pero la secuencia de una determina
totalmente la de la otra; esto permite que la in-
formacion genética se mantenga practicamente
constante de una generacion a otra. (Tabla I.)

Las cadenas de d-ribosa y fosfato que forman
el esqueleto continuo del DNA estan ambas de
un solo lado de los pares de bases, y al girar
quedan en el exterior de la hélice dejando a las
bases en el interior. En la superficie de ésta que-

dan dos hendiduras distintas: una pequeiia lla-
mada surco menor del lado en que estan ambas
cadenas y otra mas grande del lado contrario
1llamada surco mayor (Fig. 4).

El DNA-B se describi6 primero para fibras
de DNA natural con humedad relativa y con-
centracion de sal elevadas. Se considera la forma
més importante del DNA desde el punto de vis-
ta biologico y se ha demostrado que practica-
mente todos los DNA, tanto naturales como
sintéticos, pueden adquirirla en condiciones

adecuadas.?9
A pesar del tiempo transcurrido y los multi-

ples ensayos realizados, ain existen investiga-
dores que no aceptan la estructura propuesta
para el DNA-B y sefialan que los datos expe-
rimentales también se pueden ajustar a otros
modelos. Algunos incluyen doble hélice con gi-
10 a la izquierda en lugar de la derecha,20 otros
sefialan que las cadenas antiparalelas, aunque
formaran una doble hélice derecha, podrian
tener posiciones diferentes, esto es, la que va de
5’a 3 iriade 3’a 5’ y la cadena complementa-
ria tendria la direccion contraria.25 Algunos
son més aventurados, pues eliminan la doble
hélice y la sustituyen por cadenas antiparalelas
que no se entrecruzan, yendo una hacia la de-
recha y la otra hacia la izquierda, cambiando
simultineamente de direccioén cada cinco pares
de bases.43,48 Aunque este modelo en realidad

TABLA L
CARACTERISTICAS DE LOS MODELOS DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DEL DNA
EN FIBRAS
MODELO
Parametro Al B! c? p?
Distancia entre pares de bases/nm 0.256 0.338 | 0.331 + 0.003 | 0.303
Numero de bases por giro 11.0 10.0 8.8—09.7 8
Numero de nucledtidos en la uni- .
dad repetitiva 1 1 1 1
| Angulo de rotacion por base 32.7° 36° 37°6 —41° 45°
Angulo de inclinacion de las bases
normal al eje de giro +19° | —6.0° —6.0° —16.4°
Distancia por giro completo/nm 2.86 34 26—3.1 2.45
Conformacion del nucledsido Anti Anti Anti Anti
Conformacion de la d-ribosa C3endo | C3"exo C3exo C3-exo
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Fig. 4. Apareamiento de guanina y citosina en el DNA-B (A) y DNA-Z
(B), en una vista perpendicular al plano de las bases con direcciéon 3'— 5’
hacia el interior del dibujo para el nucleotido del lado derecho de ambos es-
quemas. La cruz sefala la posicion del eje de giro de la doble hélice. Es de
hacer notar la inversion de la posicion del surco menor en el DNA-Z respec-
to al DNA-B, y la diferencia en la conformacion del nucledtido de guanina,
anti en DNA-B y syn en DNA-Z, (dibujado a partir de datos de Arnott y

Hukins'y Wang y cols

no es una hélice como la de Watson y Crick,
las dos cadenas giran una sobre otra completan-
do un giro cada cien pares de bases aproxima-
damente. Estas alternativas a la doble hélice
se originaron debido a la falta de definicion de
los datos de difraccion de rayos X de fibras de
DNA, aunque existen datos que permiten eli-
minar algunos de ellos.10 Para terminar la dis-
cusion es necesario estudiar sistemas que den
resultados sin ambigiiedades, como en los cris-
tales de DNA (Fig. 5).

LA ESTRUCTURA CRISTALINA DEL DNA-B
Los primeros analisis de cristales de oligonu-

cle6tidos complementarios se publicaron entre
1977 y 1978. En 1980 aparecieron los datos

)‘52

de la estructura cristalina de un fragmento
de lo que parecia ser DNA-B, el cristal del do-
decanucleétido dCpdGpdCpdGpdApdApdTp
dTpdCpdGpdCpdG (dCGCGAATTCGCG) 3
En los cristales de este compuesto se encontrd
una doble hélice que resulté muy similar a la’
propuesta por el modelo del DNA-B, con lo que
éste recibio apoyo experimental importante. Sin
embargo, al definir la estructura hasta el nivel
atémico se encontraron algunos detalles que han
generado nuevas preguntas respecto de la es-
tructura real del DNA.

Para empezar, en los cristales se encontr6
que el eje de giro de la doble hélice tiene una
curvatura con radio de 11.2 nm.53 Aunque
ésta resulté ser una caracteristica debida al
empaquetamiento del cristal, pues desaparece
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Fig. 5. Esquema de las cadenas de d-ribosa y fosfato en DNA-B y DNA-Z. Se pueden apreciar

ructura secundaria. (Dibujado a partir de

y Wang y cols). 2

datos de Arnott y Hukins!

las caracteristicas mds notables de cada tipo de est
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en solucién,#! es un ejemplo interesante de la
flexibilidad de la doble hélice. Otro descubri-
miento fue que en el dodecanucle6tido, los an-
gulos de torsion de la cadena presentan valo-
res casi iguales a los propuestos en el modelo
del DNA-B con excepcion de dos, el angulo del-
ta () que define la conformacion del anillo de
d-ribosa y el angulo chi (x) que define la con-
formacion del d-nucledsido. Los valores de es-
tos angulos son muy variables y muestran una
fuerte correlacion lineal entre ellos.!13 Ademas,
los d-nucleétidos pirimidicos tienden a adqui-
rir valores mas pequefios para estos angulos que
los puricos,!3 y en cada par de d-nucledtidos
complementarios se presenta el principio de
anticorrelacién que consiste en que los valores
de delta y chi de los d-nucleétidos estan equi-
distantes de un punto central general.13

La secuencia de bases en el oligonucle6tido
también tiene influencia sobre la estructura de
la doble hélice formada en el cristal y segura-
mente también en el DNA natural, pero en és-
te la variacién de secuencias puede enmascarar
el efecto.

Segiin la secuencia, el 4ngulo de giro de un
par de bases respecto al anterior, es distinto;
cuando una pirimidina sigue a una purina el
giro es mayor que en el caso inverso.!2 Parece

como si algunos tramos de la hélice no fueran
de DNA-B sino de algiin otro de los modelos
descritos para el DNA, pero los autores inter-
pretan esto como variaciones locales de un
DNA-B promedio.12 La inclinacién del plano
de los pares de bases también se modifica con
la secuencia. Cuando hay pirimidina y después
purina la separacion entre los planos es mayor
del lado del surco menor, y cuando se presen-
ta la secuencia contraria la separacion de los
planos es mayor del lado del surco mayor; si
la secuencia es purina-purina o pirimidina-piri-
midina, las distancias son casi iguales en ambos
lados.12,13 (Tabla II.)

Todas estas caracteristicas estructurales pa-
recen ocasionadas por restricciones estéricas
diferentes para cada tipo de d-nucleétido, y pa-
ra explicarlas se ha propuesto un modelo de la
dindmica de la estructura del DNA.13

Un 1ltimo aspecto de interés a discutir es la
hidratacién del DNA en el cristal, ya que va-
ria en diferentes sitios de la doble hélice y tam-
bién es afectada por la secuencia. El surco ma-
yor sblo estd hidratado en los 4tomos de ni-
trégeno y oxigeno, mientras que el surco menor
tiene una capa de hidratacién doble y muy or-
denada en las zonas que tienen A y 7, que no
existe donde hay G y C 14 por efecto del grupo

TABLAIL
CARACTERISTICAS DE LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DEL DNA
ENCONTRADAS EN CRISTALES
MODELO
Pardmetro A8 Bl213,1453 Z5152
Direccion de giro verecha Derecha Izquierda
Distancia entre pares de bases/nm 0.23 0.33 + 0.019 0.37
Nimero de bases por giro 10.7 10.1 12
Numero de nucledtidos en la unidad
respectiva 1 1 2
Diametro de la hélice — 2.0 1.8
Angulo de rotacion por bases 33.6° 35.9° + 4.2° —60°2
Angulo de inclinacion de las bases
normal al eje de giro +19 —1.2°+4.1° —-17°
Distancia por giro completo/nm 2.46 3.32 4.46
Conformacion del nucledsido Anti Anti AntienC
SynenG
Conformacion de la d-ribosa C3%endo | C2endo AOl'endo | C2endoenC
C3%endoen G
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amino unido al carbono dos de la guanina. Por
otro lado, los fosfatos no parecen tener hidra-
tacion ordenada.

A partir de estos datos se ha propuesto que
el modelo del DNA-B en realidad es un prome-
dio de los efectos de las distintas secuencias que
pueden encontrarse en las fibras del DNA
natural. Esto se podra confirmar cuando se es-
tudien mas ejemplos de cristales del DNA; sin
embargo, es interesante que los datos experi-
mentales y el modelo teérico muestren tantas
coincidencias. La misma variabilidad implica
que para entender los efectos de la conforma-
cion en los fen6menos bioldgicos donde parti-
cipa el DNA, sera necesario un estudio mas pro-
fundo de la relacion entre la secuencia y la for-
ma tridimensional en los sitios implicados en ta-
les fen6menos.

OTROS MODELOS DE LA DOBLE HELICE

FE1 DNA-B fue el primero, pero no el tinico
modelo de doble hélice desarrollado antes de
los estudios de cristales del DNA. Existen otros
que tienen algunas diferencias, como el DNA-A!
que también tiene importancia biolégica porque
se puede encontrar en muchas fibras del DNA
natural, en hibridos d¢ DNA y RNA y en zo-
nas de RNA de doble hélice. El DNA-A esta
formado por dos cadenas antiparalelas y com-
plementarias que giran a la derecha sobre un
eje comun, completan un giro cada once pares
de bases y recorre una distancia de 2.86 nm.
Ademas, las bases estan mas inclinadas respecto
al plano normal al eje de giro y la complemen-
taridad de bases es del mismo tipo que en el
DNA-B. Los pares de bases giran 33° uno res-
pecto al otro y la distancia entre ellas es de
0.26 nm. (Ver tabla L) Este tipo de DNA es
interconvertible con el DNA-B en casi todos
los casos, 29 con una excepcidn importante pa-
ra los polimeros formados por A y T alterna-
das, los cuales adquieren la forma de DNA-B
pero dificilinente pasan a DNA-A.3,11.29 Esta
caracteristica podria deberse a las capas de hi-
dratacion del surco menor que se encuentran
en las zonas con A y T del cristal de DNA-B
que lo harian mas estable respecto al DNA-A
para este tipo de secuencia.8.14

Para ambos tipos de DNA habia incertidum-

bre en la forma real de la doble hélice, pero el
analisis de la estructura de cristales 8 ha revela-
do que esta forma de DNA es una doble héli-
ce con giro a la derecha y, lo mas sorprenden-
te, con caracteristicas practicamente idénticas
al modelo desarrollado mediante estudios en fi-
bras. (Ver tabla II.) Esto no seria extrafio a no
ser por las variaciones observadas entre el cris-
tal y el modelo clasico del DNA-B; el porqué
de tales diferencias, es una nueva incognita a
resolver.

Hay otros modelos de la estructura secunda-
ria del DNA que aunque han sido menos estu-
diados y son menos conocidos, vale la pena
mencionarlos. (Ver tabla 1.) El primero es el
DNA-C 2,32 que se forma en fibras con hume-
dad relativa intermedia entre el DNA-A y el
DNA-B. Aunque se ha descrito como un mo-
delo particular,? algunos autores opinan que
podria tratarse de un promedio de varias estruc-
turas poco ordenadas que existen durante la
transicién entre las dos primeras conforma-
ciones,32 como lo sugieren los rangos de va-
riacion de los valores de sus pardmetros. En un
giro de DNA-C puede haber entre 8 y 10 pares
de bases, con lo cual el angulo entre ellas varia
desde 370 hasta 450, y como la separacion entre
pares de bases es constante y alrededor de 0.33
nm, la distancia recorrida por cada giro com-
pletoesde 2.6a 3.1 nm.

Otro modelo importante es el DNA-D, pro-
puesto como la estructura que presentan las fi-
bras con secuencia de purinas y pirimidinas
alternadas en condiciones de humedad relativa
intermedia y concentracion baja de sal.3.11 Al-
gunos DNA extracromosomales y el material
genético de ciertos virus que tienen este tipo
de composicién, pueden presentar la forma de
DNA-D. Sin embargo, los mejores ejemplos
de esta conformacion se han descrito en poli-
meros artificiales compuestos de 4 y T'3,11,29,30
en los que el DNA-D completa un giro cada
ocho pares de bases y recorre 2.4 nm, de modo
que la distancia entre pares de bases es de 0.3
nm y el angulo de giro de 45°. (Ver Fig. 5.)

LA NUEVA DOBLE HELICE

Hasta aqui las correcciones a los modelos cla-
sicos de la estructura del DNA, salvo excep-
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ciones, no son muy grandes y mas bien eran
esperadas. Sin embargo, en 1972 se publicaron
observaciones de que las moléculas de DNA
con secuencias alternadas de G y C pueden exis-
tir en dos conformaciones radicalmente distin-
tas, pues al colocarlas en soluciones con con-
centraciones de sal altas 43 o de alcohol, 42
presentan una inversion en el espectro de di-
croismo circular y cambios paralelos en otras
propiedades estudiadas.43 Para explicar estos
datos se propuso la posibilidad de que tales
moléculas pudieran adquirir, ademés de las for-
mas de DNA con giro a la derecha, una nueva
conformacion con giro a la izquierda.43 En 1979
se descubrié una estructura de este tipo en
cristales del hexanucle6tido dCGCGCG 51 y
poco después en el tetranucledtido dCGCG 9,15
y se le denominé DNA-Z. Es interesante men-
cionar que ésta fue la primera estructura deter-
minada a partir de los estudios en cristales y
resultd significativo que no se pareciera a
ninguno de los modelos que hasta entonces se
conocian. Casi de inmediato se asoci6 al
DNA-Z con los cambios espectrales menciona-
dos,3! y con estos criterios se pudo determinar
que también se puede formar DNA-Z en fibras
con G y C alternadas, 29 asi como en cadenas
de dAC-dTG 22 y en moléculas de DNA con
bases modificadas.4.27,33,34

Ademas de la direccion de giro de la doble
hélice, el DNA-Z tiene otras diferencias con
respecto al DNA-B y las otras formas con giro
a la derecha, algunas de las caracteristicas de
la doble hélice subsisten en ambos tipos de es-
tructuras. El DNA-Z es una doble hélice de ca-
denas antiparalelas y complementarias con giro
a la izquierda pero con apareamiento de bases
iguales a los propuestos por Watson y Crick.
En el DNA-Z se completa un giro con doce
pares de bases, y mientras los nucle6tidos pi-
rimidinicos tienen conformacion anti similar a
la del DNA-B, los puricos tienen conformacion
syn (ver Fig. 4), de modo que las cadenas con-
tinuas de d-ribosa y fosfato tienen forma de
zig-zag, de ahi el nombre de DNA-Z.5! (Ver
Fig. 5.) También, debido a la diferencia de con-
formacion de los nucledtidos consecntivos, las
secuencias CG y GC no son equivalentes por
lo que la unidad repetitiva del DNA-Z esta for-
mada por dos pares de bases consecutivos en

lugar de uno, como en los modelos de DNA
con giro a la derecha 5!

Cuando la secuencia es GC, las bases giran
casi 60° una respecto de la anterior y se apilan
en forma similar al DNA-B, pero cuando la se-
cuencia es CG casi no hay giro entre las bases.
Mais bien se presenta un desplazamiento de una
sobre la otra y la citosina de una cadena se so-
brepone a la citosina de la cadena complemen-
taria, mientras que la guanina complementaria
interacttia con la d-ribosa de su misma cadena.’!

En el DNA-Z el eje de giro de las cadenas
no pasa entre las bases complementarias como
en el DNA-B, sino por fuera de éstas,3! por lo
que al girar se forma un solo surco muy pro-
fundo que podria considerarse equivalente al
surco menor del DNA-B,51 mientras que en lu-
gar del surco mayor de éste el DNA-Z tiene
una superficie convexa donde las bases quedan
expuestas al medio, en especial el carbono ocho
y el nitrégeno siete de la guanina y el carbono
cinco de la citosina.>! (Ver tabla IL.)

El fosfato de las cadenas del DNA-Z puede
estar en dos posiciones diferentes que existen en
distintos puntos de una cadena, modificando
ligeramente la forma del DNA-Z. Cuando el
fosfato estd proximo al surco se denomina
DNA-Z, y cuando queda lejos DNA-Z;;;32 co-
mo las dos conformaciones pueden existir en
la misma cadena, los autores no las consideran
como formas distintas de DNA-Z.52 Aun cuan-
do en teoria se pueden construir cadenas de
DNA-Z; 0 DNA-Z;;,52 tal vez se puedan con-
siderar estas variantes como equivalentes a las
que se presentan en los distintos tramos de la
doble hélice en los cristales de DNA-B.

Para explicar la estabilizaciéon del DNA-Z,
en un principio se propuso que la concentracién
alta de cationes permite la aproximacion de los
grupos fosfato necesaria para la aparicién de
la forma de DNA-Z.51 Asi, la cristalizacion a
partir de soluciones de concentracion salina al-
ta o baja, de formas esencialmente iguales del
DNA-Z,9:51,52 se deberia a la existencia de un
equilibrio entre éste y el DNA-B en las cade:
nas con secuencias de GC, lo cual se inclina
en favor del DNA-Z durante la cristalizacién o
en concentraciones altas de sal.52 Sin embargo,
el alcohol también permite la formacion del
DNA-Z,42 aun cuando disminuye la constante
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dieléctrica del medio y aumenta Ia repulsién en-
tre las cargas negativas de los fosfatos; por esto
se piensa que también es importante la hidra-
tacion de las moléculas.® Esta explicacion es
consistente con otras observaciones. Por un
lado, las moléculas sintéticas con secuencia de
AT que no pueden adquirir facilmente la forma
de DNA-A, tampoco adoptan la forma de
DNA-Z,29 quiza por el efecto estabilizador de
la hidratacion del surco menor del DNA-B.8,53
Por otro lado, en el surco del DNA-Z el grupo
amino del carbono dos de la guanina se asocia,
mediante puentes de hidrégeno, con una mo-
lécula de agua que a su vez esta unida con un
fosfato de la cadena y esto podria estabilizar
el DNA-Z 51 que junto con la hidratacion del
surco menor del DNA-B, ayudaria a explicar
por qué los polimeros que no tienen G no ad-
quieren la forma de DNA-Z y con dificultades
la forma DNA-A, aunque tengan secuencias de
purinas y pirimidinas alternadas.

Aun antes de que se describiera la estructura
del DNA-Z, ya se habia mencionado la posibi-
lidad de que existiera doble hélice con giro a la
izquierda del DNA-A, asicomoelByel D, y
aun se tenian modelos de éstos.3 Asi, el DNA-Z
resulta tan distinto a los modelos descritos que
es imposible confundirlo con algin otro.3!

DNA-ZNATURAL

Si la concentracion de sal es apropiada se pue-
de lograr que moléculas con secuencia adecua-
da pasen de DNA-B a DNA-Z, pero dichas con-
centraciones resultan tan altas,?43 que muy bien
se podria pensar en el DNA-Z como una cu-
riosidad de laboratorio. Sin embargo, existen
formas de disminuir de manera importante las
concentraciones salinas necesarias para la tran-
sicién y aun llevarlas a valores fisiologicos. En-
tre ellas estan la presencia de poliaminas,? la
bromacion de la citosina en la posicion cinco y
de la guanina en la posicién ocho,27 la metilacion
de la citosina también en posicion cinco 4 y de
la guanina en la posicion siete 34 y el superen-
rollamiento de la doble hélice.22:49 Varios de
estos procesos se han asociado con el DNA
natural. Se sabe que las poliaminas pueden
estabilizar la estructura del DNA 58 y que la
metilaciéon de la citosina 716 y el superenro-

llamiento 18,23 participan en la regulacion de la
expresion de la informacion genética. Actual-
mente es importante definir si el DNA-Z existe
0 no en los seres vivos.

Aprovechando la capacidad inmunogénica
del DNA-Z 35 se obtuvieron anticuerpos con-
tra esta conformacion del DNA 27,31 y se usa-
ron para desarrollar técnicas de inmunofluo-
rescencia que permitieron detectar en el DNA
de insectos,38 roedores,33 virus 40 y humanos,26
zonas que presentan la forma de DNA-Z. Ade-
mas, se pudo detectar en secuencias de DNA
que presentan la forma llamada DNA-V44
en la cual dos fibras sencillas de DNA circular
cerradas se unen por complementaridad de ba-
ses, de manera que cualquier zona de doble hé-
lice derecha que se forme debe ser compensada
por una zona de doble hélice izquierda. Estos
datos parecen indicar que el DNA-Z existe en
el material genético de los seres vivos y es la
doble hélice izquierda que se forma con mayor
facilidad. Pero no todo esta claro aun en este
terreno, existe un punto de discrepancia en
cuanto a la confianza que se puede tener en
estos datos porque la union de los anticuerpos
depende de la técnica de fijacion usada, segin
lo reportan algunos autores,24 mientras otros
sefialan que es independiente.35

En otros experimentos y mediante técni-
cas de hibridacion, se han detectado en el ge-
noma de levaduras,30 humanos 2! y otras espe-
cies,22 zonas de DNA con secuencias que po-
drian adoptar la forma de DNA-Z. Ademas,
en el nicleo de células de Drosophila se han
encontrado proteinas que se unen especifica-
mente al DNA-Z y son capaces de estabilizar-
lo o facilitar el paso de DNA-B a DNA-Z y al
parecer muestran cierta selectividad por las se-
cuencias a las que se pueden unir.39

Al parecer existe DNA-Z en los seres vivos
y la pregunta es, ;qué hacen ahi? La interro-
gante se planted desde el momento en que se
descubrié el DNA-Z, y la respuesta que mas se
ha manejado hasta ahora es que desempeiia
algin papel en la regulacion de la expresion
de la informacion genética. Aunque algunos
datos parecen apoyar tal afirmacion, ain no se
puede llegar a ninguna conclusion definitiva.
En los cromosomas de Drosophila38 y en el te-
jido de rata,35 los anticuerpos contra DNA-Z
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tienen patrones de unién que no arrojan mas
datos que la presencia del mismo; en el virus
SV40 40 el DNA-Z se encuentra formando par-
te de las regiones facilitadoras de la transcrip-
cién, y en otros virus hay zonas equivalentes
con secuencias que potencialmente podrian ad-
quirir esta conformacion.40 En la hemoglobina
fetal humana 26 se forma DNA-Z en sitios del
gene que corresponden a secuencias interpues-
tas que no se expresan (intrones) pero se sabe
que pueden participar en la recombinacion ge-
nética.26 También en los intrones del gen de
actina de corazon humano hay secciones con
potencial para adquirir la forma de DNA-Z .21
En las levaduras las secuencias potenciales de
DNA-Z se han encontrado en los extremos de
los cromosomas que no se expresan pero que
participan en la unién de segmentos del mate-
rial (telomeros).50

De lo antes expuesto queda claro que el
DNA-Z existe o se puede formar en regiones
de material genético que tienen importancia
para el desempefio de la funcién bioldgica del
DNA, pero también se puede ver que los da-
tos que se tienen actualmente son insuficientes
para elaborar un modelo de su papel. Existe
una publicacién que describe la posible inte-
raccion entre una proteina reguladora y una
forma del DNA con giro a 1a izquierda,57 aun-
que en este caso no se menciona el DNA-Z
sino mas bien una forma de DNA-B con giro
a la izquierda. Sin embargo, ante la evidencia
de que las dobles hélices que se forman con
mayor facilidad son del tipo del DNA-Z, val-
dria la pena revisar la proposicion original.

Por otro lado, la reparacion del DNA no se
efectiia cuando esta en la forma de DNA-Z,28
mientras que la endonucleasa si actia especi-
ficamente sobre DNA de cadena sencilla y es
capaz de romper el DNA en las regiones de
union entre DNA-Z y DNA-B.49

Las modificaciones quimicas del DNA tam-
bién facilitan la aparicion de DNA-Z y esto
puede ser de importancia bioldgica. Por ejem-
plo, esta bastante bien establecido que la meti-
lacién de la citosina en posicién cinco partici-
pa en la inhibicién de la replicacion del DNA
y en general modifica su funcién. Aunque la
expresion del DNA no requiere de una desme-
tilacion total, no deja de ser atractiva la posi-

bilidad de asociar esta metilacién con la estabi:
lizacién de la forma de DNA-Z 4 y, a través de
ella, relacionar las modificaciones quimicas del
DNA con los cambios en 1a actividad biologica,
ya que también se sabe que diferentes grados de
metilacion pueden modificar la estabilidad del
DNA-Z.34 Por otra parte, las modificaciones
mediante otros agentes quimicos ex6genos son
mas dificiles de interpretar. Por ejemplo, algu-
nos agentes cancerigenos que reaccionan con ¢l
DNA pueden favorecer la aparicion de la for-
ma DNA-Z.6:47 se supone que por induccién
de cargas o efectos estéricos. En cambio, otros
que producen uniones entre las cadenas del DNA
dificultan el cambio de conformacion.37 Pero
hay algunos que por su forma de unién debe-
rian favorecer la formacion del DNA-Z y no
lo hacen.37 Aunque se ha tratado de explicar
esto mediante efectos estéricos o interacciones
con diferentes posiciones de 1a doble hélice, la
verdad es que ain no se entiende bien la natu-
raleza de las interacciones de dichas moléculas
con el DNA.

En otro aspecto, resulta interesante que algu-
nas zonas del DNA de células cancerosas pre-
sentan un grado de metilacion menor en la
citosina que las correspondientes células nor-
males 17 y aunque éste no es un fendmeno co-
mun a todos los sistemas estudiados, seria in-
teresante averiguar si la diferencia en el grado
de modificacién quimica provoca alguna dife-
rencia en la conformacion de la doble hélice
en los dos tipos de células.

CONCLUSION

El panorama en el estudio de la conforma-
cién de los cidos nucleicos atin tiene muchos
puntos que aclarar; la regularidad que parecia
tener la doble hélice segtin su modelo original,
no existe. En realidad el DNA parece ser una
molécula muy flexible, mucho mas de la que se
suponia, y esta flexibilidad parece depender en
buena medida de la secuencia, por lo cual la
estructura secundaria de la doble hélice podria
tener una influencia mayor de la que hoy s
concede a la capacidad del DNA para cumplir
sus funciones. Entonces, el estudio de los efec-
tos que las variaciones en secuencia y las mo-
dificaciones quimicas pueden tener sobre la con-
formacion de la doble hélice adquiere un inte-
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rés especial para tratar de comprender a nivel
molecular los mecanismos de procesos como
la diferenciacion celular, la regulacién de la re
plicacion y transcripcion del DNA y la accién
que diferentes agentes puedan tener sobre estas
funciones. Sin lugar a dudas los resultados de
estos estudios tendran implicaciones enormes
en todos los campos de las ciencias bioldgicas.

RESUMEN

Los estudios de difraccion de rayos X en cris-
tales de oligonucleétidos del DNA que forman
fragmentos de doble hélice, han incrementado
en forma notable el conocimiento de la estruc-
tura secundaria de dicha molécula.

Los resultados obtenidos hasta hoy, mues-
tran al DNA como una molécula flexible cuya
conformacién depende, por lo menos parcial-
mente, de la secuencia de bases que la forman.
El efecto de la secuencia se habia propuesto
con anterioridad pero las estructuras encontra-
das en cristales, ademas de ejemplificarlo en for-
ma clara, han aportado evidencia espectacular,
como el descubrimiento de la llamada forma
“Z” del DNA, que es una doble hélice con giro
a la izquierda, encontrada en oligonucléotidos
con secuencia de guanina y citosina alternadas
pero que en realidad se puede formar en cual-
quier secuencia con purinas y pirimidinas alter-
nadas o alguna muy parecida. Varios experi-
mentos realizados indican que el DNA-Z se pue-
de formar en el DNA de seres vivos y podria
tener alguna funcion biol6gica.

SUMMARY

The single crystal X-ray analysis of DNA are
increasing our understanding of the details of
DNA secondary structure.

The data so far available, shows us the double
helix of DNA as a flexible molecule with a
conformation that depends on base sequence,
this effect was already known before the study
of crystals began and the structures found, give
us many examples to iiastrate it, but also some
surphysing results emerged like the “Z” form
of DNA, a left-handed double helix, discovered

first in crystals of oligonucleotides with and
alternating sequence of cytosine and guanine,
but that can be formed in sequences with
purine-pyrimidine alternation or some related
to them. Z-DNA can be formed in the DNA of
living cells and might be of importance in bio-

logy.
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